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D. OPIS ZADANIA
1.  Cele zadania 
Proponowane badania mają na celu poszerzenie wiedzy na temat uwarunkowań genetycznych i epigenetycznych oraz mechanizmów kształtujących zmiany w wysokości plonowania. Plon jest niezwykle złożoną cechą, a hipoteza badawcza zakłada, że część tej zmienności jest kształtowana przez zmiany epigenetyczne. Realizacja przewidzianych badań pozwoli na określenie udziału i roli tych zmian w kształtowaniu plonu.

Cele zadania: 

1) dodatkowe oznaczenia zmienności genetycznej metodą metGBS w grupie 200 genotypów pszenicy zwyczajnej scharakteryzowanych pod względem plonu,

2) konwersja wybranych markerów metGBS lub DArTseq,

3) ocena zmienności fenotypowej w doświadczeniu porównawczym w wybranych lokalizacjach. 
Analiza asocjacyjna danych uzyskanych w punktach 1, 2 i 3 powinna zaowocować opracowaniem markerów o istotnych efektach związanych z wysokością plonu. 
	Lp.
	Cel 
	Czy cel został zrealizowany (tak/nie
/częściowo1)

	1
	Oznaczenia metGBS do mapowania asocjacyjnego

- przygotowanie 3 bibliotek łącznie dla około 200 genotypów pszenicy zwyczajnej i sekwencjonowanie NGS

- analiza danych i ekstrakcja markerów SNP
	TAK

	2
	Konwersja wybranych markerów metGBS lub DArTseq
- analiza in silico zmienności w rejonie 35 markerów metGBS lub DArTseq i projektowanie oznaczeń do wykrywania mutacji punktowych lub insercji/delecji

- testowanie kombinacji starterów pojedynczo

- multipleksowanie oznaczeń
	TAK

	3
	Ocena fenotypowa 200 rodów pszenicy zwyczajnej (zestaw do mapowania asocjacyjnego) w doświadczeniu 5-stacyjnym
	TAK


2. Harmonogram realizacji zadania
	Lp.
	Nazwa tematu badawczego 
	Termin rozpoczęcia – zakończenia realizacji tematu badawczego w miesiącach od rozpoczęcia realizacji zadania
	Przewidywane koszty realizacji tematu
badawczego

	1
	Oznaczenia metGBS do mapowania asocjacyjnego

- przygotowanie 3 bibliotek łącznie dla około 200 genotypów pszenicy zwyczajnej i sekwencjonowanie NGS

- analiza danych i ekstrakcja markerów SNP
	01

-------------------

09
	80 000

	2
	Konwersja wybranych markerów metGBS lub DArTseq

- analiza in silico zmienności w rejonie 35 markerów metGBS lub DArTseq i projektowanie oznaczeń do wykrywania mutacji punktowych lub insercji/delecji

- testowanie kombinacji starterów pojedynczo

- multipleksowanie oznaczeń
	03
-------------------

12
	36 875

	3
	Ocena fenotypowa 200 rodów pszenicy zwyczajnej (zestaw do mapowania asocjacyjnego) w doświadczeniu 5-stacyjnym
	03
-------------------

12
	109 250

	Razem
	226 125


3. Opis tematów badawczych 
3. 1. Temat badawczy 1: Oznaczenia metGBS do mapowania asocjacyjnego
Cel tematu badawczego 1
Technika NGS jest intensywnie rozwijana i może służyć do dokładnej charakterystyki wybranych genotypów, w celu identyfikacji markerów o istotnych efektach związanych z plonem pszenicy. Wdrożenie metod pozwalających na skanowanie genomu i badanie zmienności epigenetycznej jest ważne dla identyfikacji markerów cech podlegających intensywnej presji selekcyjnej. Celem tematu badawczego nr 1 było wykorzystanie sekwencjonowania NGS do uzupełniającej charakterystyki genetycznej 200 genotypów pszenicy. W 2018 roku wykorzystano kombinację enzymów restrykcyjnych NcoI-AciI natomiast w obecnych badaniach DNA fragmentowano enzymami NarI i MspI. Uzyskane dane powinny pozwolić na większe wysycenie markerami genomu pszenicy i identyfikację dodatkowych markerów sprzężonych z plonowaniem.

Materiały i metody
W ramach realizacji zadania wykorzystano 202 preparaty DNA uzyskane w roku 2018, przy czym dodatkowo doczyszczono na zestawach DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) 70 próbek. W próbkach tych przed oczyszczaniem stwierdzono obecność inhibitorów reakcji enzymatycznych. Po oczyszczaniu przeprowadzono trawienie kontrolne 2μL DNA (37°C 60 minut 80°C 10 miut) enzymami MvaI (1μL) i TruI (0.5μL) w buforze R. Przeprowadzono również ponowną izolację DNA z 132 genotypów pszenicy zwyczajnej w celu zabezpieczenia materiału do sekwencjonowania NGS i konwersji markerów. Dodatkową izolację DNA wykonano przy pomocy zestawu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). 

Uzyskane preparaty DNA (400ng w 20μL) strawiono enzymem restrykcyjnym NarI (GG’CGCC,7.5U, bufor CutSmart, 37°C 120 minut 65°C 20 minut) a następnie zligowano z adapterami (2.5μL adaptora z adresami 0.04μM, 10mM ATP, 1.5μL 10μM AdY, ligaza  800U, 22°C 120 minut 65°C 20 minut, Tabela S2, S3). Po ligacji próbki trawiono enzymem MspI (5U, bufor CutSmart, 37°C 120 minut 65°C 20 minut, C’CGG) i oczyszczano z wykorzystaniem kulek z powinowactwem do dsDNA (Agencourt  AMPure XP) przed amplifikacją (bufor EURx 1x, startery PCR1_GBS PCR2_GBS, MgCl2 1.5mM, dNTP 200μM, Taq EURx 1U, w objętości 25μL, 16.3 μL oczyszczonego DNA). Warunki PCR 95° 30s, 14x(95° 30s, 62° 20s, 68° 30s), 72° 5 min. Po amplifikacji jakość biblioteki dla każdej próbki sprawdzano na agarozie, określano stężenie w programie ImageJ a następnie łączono w równych stężeniach w celu uzyskania 3 bibliotek łączonych. Połączone biblioteki oczyszczano (QIAquick PCR Purification Kit) a następnie rozdzielano na żelu preparatywnym w celu oczyszczenia frakcji o wielkości w zakresie 150-220 pz (zestaw do oczyszczania z agarozy A&A Biotechnology). Stężenie DNA w próbkach określono na fluorymetrze Qubit (B1: 25.9ng/μL, B2: 37.3 ng/μL i B3: 25.1 ng/μL) i metodą qPCR (B1: 212.12 nM, B2: 305.49 nM i B3: 205.57 nM) z wykorzystaniem zestawów do oceny ilościowej bibliotek do sekwencjonowania NGS. Do sekwencjonowania NGS wykorzystano zestawy Miseq Reagent Kit v3 (150-cycle) (Illumina).

Etapy obróbki bioinformatycznej danych NGS:

a) rozdzielenie próbek na podstawie unikalnych adresów (barcode) programem FastQSeparator (Marcin Jaromin)

b) odcięcie adapterów w programie cutadapt polecenie np. cutadapt -g AACGAT -o ../B1/1_1_Nar_1cut.fastq ../B1/1_1_Nar_1.fastq

c) usunięcie fragmentów słabej jakości i adaptera z Iluminy programem TrimGalore polecenie np. trim_galore -q 20 -a AGATCGGAAGAGGCG ../B1/clean/1_1_Nar_1cut.fastq

d) identyfikacja sekwencji unikalnych reprezentowanych przynajmniej przez 2 sekwencje programem FastqAnalayzer (Marcin Jaromin)

e) zmapowanie sekwencji unikalnych do sekwencji referencyjnej programem bowtie2 np. polecenie bowtie2 --sam-no-qname-trunc -x wheatCS_all  -U ../wheat/clean/B2_all_unique.fastq

f) odczyt pozycji genomowej w programie SamToFasta (Marcin Jaromin)

g) budowa nowej sekwencji referencyjnej złożonej z sekwencji unikatowych programem bowtie2 polecenie: bowtie2-build ../wheat/index/B2.fa wheatB2_unq

h) zmapowanie sekwencji wejściowych (po punkcie c) do nowej sekwencji referencyjnej programem bowtie2 polecenie np. bowtie2 --sam-no-qname-trunc -x  wheatB2_unq -U  ../wheat/B2/2_69_Nar_1cut_trimmed.fq -S ../wheat/B123/sams/B2_69_Nar_1.sam

i) generowanie plików bam programem samtools polecenia np. samtools view -bS ../B123/sams/B1_1_Nar_1.sam  > ../B123/bams/B1_1_Nar_1.bam; samtools sort  ../B123/bams/B1_1_Nar_1.bam -o ../B123/bams/B1_1_Nar_1.sort.bam; samtools mpileup -f B2.fa ../B123/bams/B1_1_Nar_1.sort.bam > ../B123/mpileup/B1_1_Nar_1.mpileup

j) określenie pokrycia snp programem VarScan polecenie np. java -jar VarScan.v2.3.9.jar pileup2snp B3_140_Nar_1.mpileup --min-coverage 2 --min-reads2 1 > B3_140_Nar_1_snp.vcf

k) łączenie plików vcf programem Chrom_4 (Marta Tyrka) w celu zebrania danych o mutacjach przypisanych do poszczególnych markerów i genotypów

l) obróbka wyników w programie Excel (w obrębie każdej biblioteki usunięcie segregacji markerów występujących z częstością poniżej 5% i markerów reprezentowanych przez sekwencję występujące jeden raz, określenie dla każdego markera średniej częstości występowania w odniesieniu do całkowitej liczby zsekwencjonowanych fragmentów, przypisanie wartości 0 lub ‘brak’, przypisanie mutacji cechującej występujący allel, połączenie macierzy dla bibliotek B1-B3 w jedną wspólną macierz.
Wyniki 
W wyniku sekwencjonowania bibliotek uzyskanych dla enzymu NarI uzyskiwano od 22.1 do 25.4 mln odczytów sekwencji DNA, które po oczyszczeniu dawały od 20.9 do 24.4 mln sekwencji (Tabela 1). Uzyskiwane dane z sekwencjonowania po wstępnym oczyszczeniu rozdzielono na poszczególne próbki, w wyniku kontroli jakości (QC) uzyskanych sekwencji usunięto fragmenty o błędach przekraczających 1 nukleotyd na 100. Korekta jakościowa dotyczyła głównie sekwencji o długości powyżej 100 nukleotydów. Oczyszczone dane posłużyły do wydzielenia puli 906352 fragmentów unikalnych nielosowych (występujące przynajmniej dwukrotnie). Wprowadzenie tego etapu do analizy miało na celu przyspieszenie docelowych obliczeń dla dużej liczby próbek. 

Tabela 1. Liczba sekwencji w bibliotekach B1, B2 i B3 (NarI/MspI)
	Biblioteka
	Liczba sekwencji
	Liczba sekwencji po oczyszczeniu
	Liczba sekwencji unikalnych

	B1 
	22185726
	20926317
	906352

	B2
	25529003
	24197896
	

	B3
	25421938
	24418057
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Rys. 1. Charakterystyka bibiotek B1, B2 i B3 po rozdzieleniu próbek zgodnie z adresami.

Pomimo podobnej liczby początkowej uzyskanych sekwencji DNA, średnia liczba sekwencji w bibliotekach B1, B2 i B3 wyniosła odpowiednio 3486, 5776 i 7907 (Rys. 1). 19 próbek było reprezentowanych przez niską liczbę sekwencji (do 1000). 

W ramach analizy wykonano dopasowanie unikalnych sekwencji do genomu referencyjnego wykorzystując transformację Burrows’a–Wheeler’a (BWT, program bowtie2 ) i uzyskano pliki (SAM, Sequence Alignment Map) zawierające informacje o pozycji fizycznej markera na chromosomach pszenicy. Następnie w sekwencjach uzyskanych z poszczególnych bibliotek i genotypów identyfikowano mutacje punktowe (SNP, program samtools i VarScan). Uzyskano segregacje dla 3258 markerów (Tabela S4). Uzyskane markery były równomiernie rozmieszczone w genomach A, B i D pszenicy (Tabela 2).
Tabela 2. Rozmieszczenie markerów NarI-Seq w genomie pszenicy
	Chromosom
	Genomy

	
	A
	B
	D

	1
	150
	217
	114

	2
	168
	233
	218

	3
	116
	264
	140

	4
	114
	160
	59

	5
	140
	135
	110

	6
	125
	219
	107

	7
	97
	129
	107

	Razem
	910
	1357
	855


Dyskusja 

W badanym zestawie 200 genotypów, dzięki zastosowaniu opracowanego systemu uzyskano około 3000 markerów, czyli połowę z docelowej liczby. Spośród uzyskanych markerów 1130 ma liczbę danych brakujących poniżej 20%. Z jednej strony jest to pewien sukces uwzględniając możliwości systemu Miseq. Z drugiej strony, wobec spadających kosztów sekwencjonowania i rozwoju nowych generacji technologii, uzasadnione wydaje się korzystanie z usługowego sekwencjonowania lub platformy Oxford Nanopore. Opracowany system ma wydajność na poziomie markerów DArT bazującymi na hybrydyzacji (około 1000 markerów)  a po zwiększeniu pokrycia sekwencjonowania może mieć wydajność porównywalną z systemem DArTseq (około 20000 markerów) . 

Wnioski 

Wdrożono metodykę skanowania genomu pszenicy w oparciu o fragmenty uzyskiwane po trawieniu enzymem NarI z dodatkową redukcją złożoności enzymem MspI. Ze względu na rozpoznawane miejsca restrykcyjne (GG’CGCC i C’CGG) metoda ta jest szczególnie wrażliwa na zmienność metylacyjną.
Mierniki dla tematu badawczego 1:
	Lp.
	miernik

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	1
	Liczba sekwencjonowanych bibliotek
	3
	3

	2
	Liczba badanych genotypów (Ng)
	200
	202


3.2 Temat  badawczy 2 Konwersja wybranych markerów metGBS lub DArTseq
Cel tematu badawczego 2

Celem tematu badawczego nr 2 jest wydobycie informacji z danych genotypowych (z sekwencjonowania NGS) oraz fenotypowych w postaci identyfikacji markerów o istotnych efektach związanych z wysokością plonowania w celu ich zastosowania do charakterystyki genetycznej 200 genotypów pszenicy. 
Technika KASP jest dostępna w wersji wysokoprzepustowej i może służyć do szybkiej charakterystyki dużej liczby genotypów, co pozwoliłoby na identyfikację najcenniejszych genotypów do dalszej dokładniejszej charakterystyki genetycznej. W ramach realizacji tego zadania wykorzystano DNA z 200 genotypów pszenicy zwyczajnej przygotowane w ramach zadania nr 1.
Materiały i metody
Ze względu na przedłużające się opracowanie wyników genotypowania przez sekwencjonowanie uzyskanych metodą NarI, do analiz asocjacyjnych wykorzystano dane z metody DArTseq. Analizę DArTseq wykonano w ramach zlecenia w firmie Diversity Arrays Technology (Bruce, Australia). Uzyskane dane genotypowe (Tabela S5) po połączeniu z danymi fenotypowymi uzyskanymi w 2019 roku, wykorzystano do analizy asocjacji w programie Tassel 5.2.58 . Do identyfikacji istotnych związków z wysokością plonu wykorzystano metody ogólnego modelu liniowego (GLM) i mieszanego modelu liniowego (MLM). Wybrano markery o istotnym związku z plonem liczonym jako procentowe odchylenie od wzorców. Liczba markerów zasocjowanych ze zmianami plonu przy p<0.01 wyniosła 707, natomiast przy p<0.001 wybrano 336 markerów. Poziom istotności markerów ustalony na podstawie poprawki Bonferroni (0.1/12979= –log10(P) = 5.11). Przy tym poziomie istotności wybrano jedynie 31 markerów (Tabela 3). Jako punkt wyjścia do selekcji markerów do konwersji przyjęto p<0.01. Do porównania segregacji markerów wykorzystano program PAST. Wybrano 62 markery reprezentujące 39 grup markerów o zbliżonej segregacji i lokalizacji (Tabela S6). Markery te wykazywały istotne związki z plonem w równocześnie w 2-7 środowiskach (średnia 3.3). Dla wybranych markerów oznaczono mutację punktową a następnie korzystając z bazy URGI zlokalizowano markery na mapie fizycznej i rozszerzono oryginalną sekwencję (maksymalnie 69 nukleotydów) o dodatkowe odcinki przed i za mutacją (dodatkowe 100 nukleotydów z każdej strony). Tak przygotowane sekwencje wykorzystano do projektowania starterów allelospecyficznych dostosowanych do technologii KASP z wykorzystaniem programu PRIMER3 oraz PolyMarker (Tabela S7).
Tabela 3. Markery wybrane na podstawie poziomu istotności LOD >5.11
	Marker
	Metoda
	Cecha
	Chr.
	Pozycja
	p
	MarkerR2

	988391
	glm
	KBP[%]
	1D
	359778599
	8.29E-08
	0.14151

	3938110
	glm
	KBP[%]
	2B
	22018131
	4.54E-06
	0.11026

	1101436
	glm
	Plon[%]
	3B
	498344378
	7.36E-06
	0.11795

	1026962
	glm
	KBP[%]
	5A
	52596646
	1.06E-06
	0.12095

	1107174
	glm
	KBP[%]
	5B
	586524432
	2.46E-08
	0.16725

	
	glm
	Plon[%]
	5B
	586524432
	3.68E-08
	0.1629

	1132319
	glm
	STH[%]
	5D
	465364017
	7.94E-07
	0.13699

	1108448
	glm
	STH[%]
	6A
	14493318
	1.79E-06
	0.12568

	1079853
	glm
	KBP[%]
	6A
	416649897
	2.96E-06
	0.09779

	1120705
	glm
	KBP[%]
	6B
	474748647
	1.35E-06
	0.13143

	1054930
	glm
	KBP[%]
	6B
	477699330
	1.67E-06
	0.11722

	4911204
	glm
	KBP[%]
	6B
	489437050
	1.12E-07
	0.13915

	1236326
	glm
	KBP[%]
	6B
	499577833
	4.00E-08
	0.14729

	1019982
	glm
	KBP[%]
	6B
	501107267
	4.94E-08
	0.14835

	5324496
	glm
	KBP[%]
	6B
	502319848
	7.67E-09
	0.16022

	1107139
	glm
	KBP[%]
	6B
	504157152
	4.52E-08
	0.16029

	2275960
	glm
	KBP[%]
	6B
	506126687
	6.40E-08
	0.14571

	1087873
	glm
	KBP[%]
	6B
	506385690
	8.88E-07
	0.13044

	1138009
	glm
	KBP[%]
	6B
	506726304
	1.69E-06
	0.12352

	5324392
	glm
	KBP[%]
	6B
	507468647
	3.53E-07
	0.13097

	
	glm
	KBP[%]
	6B
	507468647
	1.07E-06
	0.106

	1203839
	glm
	KBP[%]
	6B
	510724808
	2.13E-07
	0.13484

	1100306
	glm
	KBP[%]
	6D
	300897486
	2.66E-06
	0.0985

	1107840
	glm
	KBP[%]
	6D
	472359486
	1.57E-06
	0.11917

	1030418
	glm
	KBP[%]
	7B
	68203172
	5.08E-06
	0.10804

	4404192
	glm
	STH[%]
	7B
	702227567
	5.08E-06
	0.11713

	
	glm
	STH[%]
	7B
	702227567
	7.12E-06
	0.1198

	9722438
	glm
	STH[%]
	7D
	457830442
	7.42E-06
	0.11502

	1229099
	glm
	KBP[%]
	7D
	610923745
	5.67E-06
	0.1196

	3956469
	glm
	Plon[%]
	UN
	295887961
	1.28E-06
	0.13704

	5324724
	glm
	KBP[%]
	UN2
	2110
	1.99E-06
	0.1205

	4396025
	glm
	KBP[%]
	UN2
	4930
	4.84E-06
	0.10844

	5324139
	glm
	KBP[%]
	UN2
	5920
	8.95E-08
	0.1409

	7491836
	glm
	KBP[%]
	UN2
	11150
	6.12E-07
	0.12608


Wyniki 
W celu konwersji na markery PCR, przeprowadzono analizę zmienności w 62 badanych regionach genomu programem PolyMarker. W ramach części doświadczalnej zbadano zgodności segregacji konwertowanych markerów z markerami DArTseq. Uzyskane markery DArTseq lub ich przekonwertowane odpowiedniki mogą być stosowane w celu zwiększenia przepustowości analiz i wstępnej eliminacji genotypów o niekorzystnym genotypie. W schematach selekcji genomowej efekty selekcyjne związane z poszczególnymi markerami odnoszą się zwykle do określonej puli genetycznej, którą wykorzystano do oceny tych efektów. Wykorzystanie markerów do populacji spoza puli może mieć mniejsze znaczenie praktyczne. Niemniej jednak, prawidłowe wykorzystanie selekcji genomowej we wczesnym pokoleniu F2 wymaga charakterystyki licznych populacji (około 400 roślin). Skreening tak licznej populacji markerami KASP może pozwolić na selekcję negatywną genotypów o przewidywanej niskiej wartości selekcyjnej. Dzięki uzupełnieniu planowanych analiz 200 genotypów pszenicy o analizy DArTseq uzyskano 12979 markerów SNP, które generowały polimorficzne segregacje >5% i  <95% przy niskim (<15%) udziale danych brakujących (Tabela S5). Informacja o istotności różnic w wysokości plonu w pulach wydzielonych przez wybrane markery dostarczy dodatkowych argumentów przemawiających za wprowadzeniem selekcji genomowej do praktyki wspomagania procesu hodowli.
Dyskusja
Na podstawie przeglądu dostępnych macierzy SNP i technologii GBS uważa się, że przyszłe platformy do praktycznej hodowli powinny wykorzystywać zautomatyzowane technologie genotypowania ukierunkowane na wykrywanie funkcjonalnych polimorfizmów o znaczeniu dla cech ekonomicznych. Stosowane platformy powinny być uzasadnione kosztowo i pozwalać na skuteczne przewidywanie cech ilościowych.
 Niedawno u pszenicy badano zmiany wzorów metylacji genomowego DNA, jednak związek tych zmian z różnicami fenotypowymi i równoległym odkryciem epialleli pozostaje celem długoterminowym
. Zaproponowane podejście do analizy zmienności metylacyjnej jest oryginalne i jeśli chodzi o wykorzystanie metod sekwencjonowania drugiej generacji uzasadnione. Wprowadzenie do rutynowych analiz sekwencjonowania DNA technologią SMRT (Single molecule real time) lub w nanoporach może stanowić w przyszłości lepsze rozwiązanie. 

Oba enzymy (NarI i MspI) wykorzystywane w proponowanej metodzie są wrażliwe na metylację przez co uzyskiwana zmienność ma charakter mieszany i pozwala na wykrywanie różnic genetycznych oraz epigenetycznych. Zaproponowany system jest ukierunkowany na zmiany epigenetyczne w wysepkach CpG. Ukierunkowanie wykrywanych zmian na markery epigenetyczne wymaga dodatkowych etapów w przygotowaniu reprezentatywnej biblioteki.
Wnioski
Przeprowadzone analizy doprowadziły do selekcji markerów przydatnych w selekcji genomowej genotypów o wysoim potencjale do plonowania. 
Mierniki dla tematu badawczego 2:
	Lp.
	miernik

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	2.1
	Liczba konwertowanych markerów 
	35
	62

	2.2
	Liczba badanych genotypów (Ng)
	200
	200


3.3  Temat badawczy 3 Ocena fenotypowa 200 rodów pszenicy zwyczajnej
Cel tematu badawczego 3
Celem tematu jest uzyskanie jak najbardziej kompleksowych danych fenotypowych ze szczególnym uwzględnieniem plonu. 

Materiały i metody
W celu uzyskania danych fenotypowych w 5 lokalizacjach (Strzelce, Modzurów, Nagradowice, Smolice, Kobierzyce) założono doświadczenie obejmujące porównanie około 200 linii w układzie bloków losowych z wzorcem (Kilimanjaro, Artist, Patras) w trzech powtórzeniach. W ramach projektu doświadczenie jest prowadzone przez pierwszy rok. 

Główną ocenianą zmienną był plon, natomiast ocena fenotypowa w wybranych lokalizacjach obejmowała oprócz masy ziarna z poletka również obserwacje takie jak: przezimowanie, mrozoodporność, liczbę dni do kłoszenia, wysokość, wyleganie. W warunkach naturalnej infekcji przeprowadzono ocena wybranych chorób grzybowych. Uzyskane dane posłużą do identyfikacji regionów odpowiedzialnych za plon pszenicy.
Uzyskane dane posłużyły do identyfikacji regionów odpowiedzialnych za plon pszenicy w zadaniu nr 2. Analizy GWAS (ang. Genome-Wide Association Study) zostały wykonane dla ok. 200 linii pszenicy (niespokrewnionych ze sobą) o zróżnicowanym potencjale do plonowania. Asocjacje pomiędzy wysokością plonu a markerami zostały przetestowane przy pomocy modeli liniowych (GLM, MLM) w programie TASEL. Porównanie zmian w wysokości plonu z wynikami profilowania przy pomocy markerów DNA, pozwoliło na wytypowanie markerów genu(ów) związanych z genetycznymi czynnikami kształtującymi plon. 

Wyniki
W ramach przeprowadzonych badań założono doświadczenia w 5 lokalizacjach (Strzelce, Modzurów, Nagradowice, Smolice, Kobierzyce). Określono wysokość plonu ziarna o wilgotności 15% dla 200 genotypów badanych w 4 seriach w odniesieniu do wzorców w układzie bloków niekompletnych (Tabela S4). We wszystkich seriach stwierdzono istotne efekty związane z genotypem badanych linii (Tabela 4-7).
Wykonano analizę modelu “additive mean multiplicative interaction” (AMMI). Wybrano odmiany niestabilne o dużej interakcji GE, które obniżają odziedziczalność (Ryc. 1). Wybranee odmiany można usunąć wg. list uporządkowanych na podstawaie stabilności (Tabele 4-7).
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Ryc. 1. Biploty AMMI dla 4 serii doświadczeń. Doświadczenia i odmiany leżące daleko od środka układu mają duży wkład w interakcję GE, czyli ich pominięcie może zwiększyć odziedziczalność w serii doświadczeń. 
Tabela 4. Stabliność genotypów testowanych w serii nr I oraz średni plon.
	Genotyp
	Numer
	Stabilność (ASV)
	Średnia

	KBP_296/48
	27
	0.301
	92.15

	AND_197/13
	2
	0.31
	102.84

	PATRAS_WZ_2
	32
	0.347
	101.03

	STH_4657
	51
	0.413
	105.15

	DL_322/13/7
	18
	0.479
	100.39

	STH_4386
	48
	0.529
	95.85

	SMH_9287
	44
	0.737
	101.14

	STH_2105
	46
	0.778
	95.8

	SMH_9303
	45
	0.779
	101.27

	AND_230/13
	5
	0.819
	101.67

	SMH_9260
	42
	0.858
	99.44

	POB_0216
	34
	0.87
	94.36

	KBP_15.40
	25
	0.887
	98.66

	KBP15.18
	21
	0.925
	102.64

	SMH_9243
	39
	0.937
	96.54

	ARTIST_WZ_1
	9
	0.948
	107.36

	NAD_14011
	31
	0.966
	93.68

	STH_4553
	50
	1.029
	96.52

	SMH_9247
	40
	1.057
	98.73

	STH_3537
	47
	1.121
	96.43

	SMH_9230
	37
	1.136
	98.61

	DD_282/13
	15
	1.156
	91.57

	AND_175/13
	1
	1.18
	96.77

	AND_215/13
	4
	1.215
	102.12

	KBP_15.2
	23
	1.28
	103.28

	STH_5024
	52
	1.306
	100.89

	STH_5029
	53
	1.436
	99.77

	STH_5037A
	54
	1.44
	97.69

	KILIMANJARO_WZ_3
	28
	1.491
	101.55

	KBP_15.37
	24
	1.539
	98.65

	DL_215/13/5
	17
	1.591
	94.26

	POB_0316
	35
	1.653
	95.33

	MIB_14135
	29
	1.707
	97.75

	SMH_9278
	43
	1.715
	95.29

	AND_266/13
	6
	1.735
	106.53

	POB_0116
	33
	1.778
	99.52

	NAD_14008
	30
	1.841
	97.5

	SMH_9253
	41
	1.852
	98.81

	DL_327/13/2
	19
	1.878
	93.99

	STH_9005
	56
	1.961
	100.67

	DD_279/13
	14
	2.04
	98.23

	SMH_9242
	38
	2.056
	92.01

	C_13236
	11
	2.07
	99.85

	STH_4431
	49
	2.144
	91.46

	POB_0416
	36
	2.197
	91.61

	C_13334-4
	13
	2.224
	95.99

	AND_4009/14
	7
	2.251
	97.16

	STH_8515
	55
	2.312
	106.61

	C_13267
	12
	2.509
	98.01

	AND_4017/14
	8
	2.616
	92.35

	C_13110
	10
	3.112
	100.39

	KBP_15.42
	26
	3.16
	106.03

	DM_850/14
	20
	3.197
	91.95

	KBP_15.11
	22
	3.605
	98.36

	DD_441/13
	16
	4.699
	96.21

	AND_201/13
	3
	4.732
	84.84


Tabela 5. Stabliność genotypów testowanych w serii nr II oraz średni plon.

	Genotyp
	Numer
	Stabilność (ASV)
	Średnia

	DD_460/13
	15
	0.385
	109.3

	STH_5111
	50
	0.447
	106.2

	ARTIST_WZ_1
	9
	0.475
	114.9

	SMH_9311
	39
	0.487
	109.7

	POB_0516
	34
	0.59
	111.1

	STH_5275
	52
	0.6
	114.8

	SMH_9310
	38
	0.67
	111.3

	STH_5316
	56
	0.724
	102.2

	SMH_9356
	44
	0.811
	103.8

	SMH_9346
	43
	0.82
	107.4

	C_13385
	12
	0.829
	105.6

	C_13273
	10
	0.852
	113.9

	PATRAS_WZ_2
	33
	0.852
	110.8

	DL_330/13/8
	18
	0.869
	110.7

	KILIMANJARO_WZ_3
	29
	0.941
	115.7

	KBP_14_44
	22
	1.01
	109.2

	KBP_15.3
	28
	1.025
	114.7

	STH_4433
	48
	1.03
	106

	AND_26/10/1
	4
	1.092
	111.4

	C_13433
	13
	1.176
	109.7

	AND_82/11/50
	8
	1.259
	100.1

	KBP_14_51
	23
	1.271
	115

	SMH_9326
	41
	1.287
	107.7

	SMH_9313
	40
	1.289
	110.5

	C_13337
	11
	1.307
	100.4

	KBP_15.15
	26
	1.308
	117.6

	KBP_15.12
	25
	1.325
	111.6

	AND_260/13
	5
	1.33
	111.8

	DL_358/13/4
	19
	1.436
	106

	DL_387/13/4
	21
	1.455
	109.5

	AND_245/13
	3
	1.459
	102.6

	STH_5232
	51
	1.544
	114.6

	SMH_9334
	42
	1.563
	111.2

	SMH_9359
	45
	1.598
	108.3

	DD_283/13
	14
	1.693
	105.9

	STH_4317
	47
	1.918
	105.5

	KBP_15.17
	27
	1.987
	115.2

	AND_179/13
	1
	1.992
	104.7

	DD_514/13
	16
	2.052
	101.1

	MIB_14289
	30
	2.403
	100.6

	POB_0716
	36
	2.43
	106.9

	STH_5040
	49
	2.522
	116.2

	POB_0616
	35
	2.539
	107.4

	NAD_14009
	31
	2.865
	111.6

	KBP_15.10
	24
	2.885
	125

	AND_4011/14
	7
	2.959
	113.7

	NAD_14012
	32
	2.99
	103.6

	DL_359/13/3
	20
	3.004
	118.3

	AND_275/13
	6
	3.377
	104.3

	SMH_9409
	46
	3.393
	113.8

	DD_516/13
	17
	3.418
	101.5

	STH_5311
	55
	3.42
	101.3

	POB_0816
	37
	3.631
	105.2

	STH_5306
	53
	4.915
	99.7

	AND_198/13
	2
	5.42
	108.7

	STH_5308
	54
	5.452
	100.6


Tabela 6. Stabliność genotypów testowanych w serii nr III oraz średni plon.

	Genotyp
	Numer
	Stabilność (ASV)
	Średnia

	POB_1316
	38
	0.278
	99.2

	AND_4012/14
	6
	0.288
	104.6

	DD_708/13
	18
	0.317
	94.7

	SMH_9418
	40
	0.358
	106

	DL_393/13/2
	21
	0.392
	101.9

	SMH_9458
	42
	0.54
	111.3

	KBP_15.7
	28
	0.54
	103.2

	DD_284/13
	15
	0.576
	101.3

	STH_5436
	51
	0.641
	102.2

	SMH_9457
	41
	0.65
	108.8

	DD_650/13
	16
	0.662
	112.9

	DL_388/13/6
	20
	0.673
	106.2

	HRSM_905
	23
	0.698
	105.8

	KBP_15.33
	26
	0.752
	104.1

	C_2365/11-3
	13
	0.758
	102.9

	SMH_9523
	46
	0.781
	99.3

	STH_5478
	53
	0.856
	104.6

	KILIMANJARO_WZ_3
	30
	0.859
	108.3

	AND_320/13
	5
	0.888
	94.7

	KBP_15.31
	25
	1.027
	102

	STH_5481
	54
	1.036
	99.3

	AND_290/13
	3
	1.091
	105.9

	POB_0916
	34
	1.134
	108.9

	POB_1016
	35
	1.253
	97.9

	POB_1116
	36
	1.267
	94.9

	STH_5363
	48
	1.299
	103.3

	AND_532/11
	8
	1.383
	105.8

	C_13389
	10
	1.388
	97.9

	AND_123/12
	1
	1.405
	96.9

	ARTIST_WZ_1
	9
	1.453
	112

	SMH_9465
	43
	1.591
	104.1

	PATRAS_WZ_2
	33
	1.609
	107.8

	NAD_14016
	31
	1.672
	95.4

	STH_5434
	50
	1.708
	111.9

	C_3373_/11-1
	14
	1.712
	104.9

	SMH_9142
	39
	1.721
	102.6

	SMH_9519
	45
	1.735
	103

	STH_5483
	55
	1.857
	98.9

	POB_1216
	37
	1.868
	94.7

	SMH_9499
	44
	1.996
	106.4

	C_1824/12-1
	12
	2.099
	116.5

	STH_5485
	56
	2.137
	102.8

	HRSM_902
	22
	2.296
	95.6

	AND_199/13
	2
	2.322
	101.6

	STH_5407
	49
	2.371
	102.8

	KBP_15.28
	24
	2.383
	105.8

	DL_360/13/3
	19
	2.413
	109.5

	AND_4076/15
	7
	2.431
	108.6

	STH_5449
	52
	2.646
	100.5

	KBP_15_1
	29
	2.654
	102.3

	NAD_14020
	32
	2.741
	91

	STH_5339
	47
	2.856
	91.7

	C_13687
	11
	3.053
	106.8

	AND_305/13
	4
	3.257
	110.3

	KBP_15.34
	27
	3.28
	109.8

	DD_689/13
	17
	4.969
	75.9


Tabela 7. Stabliność genotypów testowanych w serii nr IV oraz średni plon.

	Genotyp
	Numer
	Stabilność (ASV)
	Średnia

	DD_3
	10
	0.675
	103.9

	KP_4616
	19
	0.702
	104.6

	ARTIST_WZ_1
	4
	1.035
	110.8

	STH_4569
	41
	1.036
	101.6

	DL2
	11
	1.064
	115.5

	KP_4516
	18
	1.252
	110

	DC_2
	6
	1.269
	100.5

	KP_4416
	17
	1.289
	104.3

	SMH_9413
	30
	1.43
	102.6

	STH_3823
	37
	1.503
	105.3

	SMH_9451
	33
	1.515
	105.1

	STH_4212
	39
	1.792
	112

	ANDT8
	2
	1.913
	112.7

	KP__4917
	21
	2.193
	102.7

	DL_1
	12
	2.214
	104.3

	DD_2
	9
	2.245
	108.9

	KP_3615
	14
	2.514
	116.4

	SMH_9422
	32
	2.587
	106.8

	NADT_2
	23
	2.592
	101.2

	STH_5014
	43
	2.595
	112.8

	SMH_9415
	31
	2.625
	108.2

	NADT_3
	24
	2.973
	96.2

	STH_5013
	42
	3.151
	101.4

	SMH_9387
	28
	3.312
	99.7

	STH_3756
	36
	3.582
	109.8

	ANDT_6
	3
	3.647
	99.7

	DC_3
	7
	3.851
	107.3

	SMH_9393
	29
	3.909
	103.2

	NADT_1
	22
	4.023
	103.2

	KP_4216
	15
	4.226
	106.1

	STH_4110
	38
	4.28
	100.9

	SMH_9518
	35
	4.351
	109.2

	ANDT7
	1
	4.737
	103.6

	STH_4213
	40
	4.768
	109

	NADT_5
	26
	4.805
	97

	KP_4817
	20
	5.512
	117.7

	DD_1
	8
	6.087
	112.1

	PATRAS_WZ_2
	27
	6.312
	106.4

	KILIMANJARO_WZ_3
	13
	7.547
	107.5

	SMH_9513
	34
	9.634
	110.6

	KP_4316
	16
	10.212
	101.4

	NADT_4
	25
	11.389
	93.6

	DC_1
	5
	14.437
	94.6


Tabela 4. Analiza wariancji zmienności plonu porównywanych linii pszenicy zwyczajnej.

	Źródło 
zmienności
	Efekt
	Stopnie 
swobody efektu
	Średnie 
kwadraty efektu
	Średnie 
kwadraty błędu
	F
	p

	Seria1
	
	
	
	
	
	

	Linia
	Stałe
	55
	5374
	98
	2.56
	<0.001

	Środowisko
	Losowe
	4
	114900
	28725
	753.14
	<0.001

	Seria2
	
	
	
	
	
	

	Linia
	Stałe
	55
	8325
	151
	3.65
	<0.001

	Środowisko
	Losowe
	4
	78556
	19639
	473.51
	<0.001

	Seria3
	
	
	
	
	
	

	Linia
	Stałe
	55
	12217
	222
	5.32
	<0.001

	Środowisko
	Losowe
	4
	67643
	16911
	404.64
	<0.001

	Seria4
	
	
	
	
	
	

	Linia
	Stałe
	42
	6733
	160
	2.83
	<0.001

	Środowisko
	Losowe
	4
	59520
	14880
	262.73
	<0.001


Z punktu widzenia przydatności do systemu selekcji genomowej istotny jest udział wariancji genetycznej w całkowitej zmienności fenotypowej. Odziedziczalność liczono na podstawie średnich kwadratów odchyleń i w kolejnych seriach 1-4 wyniosła ona odpowiednio 63.97%, 69.92%, 82.00% i 74.69%. Zatem we wszystkich seriach poziom odziedziczalności był wysoki co daje możliwość opracowania skutecznych markerów do selekcji.
Dyskusja 
Uzyskane wartości odziedziczalności plonu są porównywalne z wynikami uzyskanymi przez innych autorów. Dokładność przewidywania wartości genotypów uwzględniająca dane pogodowe wzrosła o 11.1% przy równoczesnym spadku zmienności w dokładności przewidywania
. 
Do najważniejszych zmiennych towarzyszących, które można uwzględnić w analizie plonu pszenicy należą: 

1) suma średnia dziennych temperatur w okresie od mejozy do kwitnienia, 
2) susza wczesną wiosną określana jako udział liczby suchych dni w 350 lub suma opadów, 
3) stres temperaturowy przed kwitnieniem określany jako suma maksymalnych temperatur > 25 ºC lub liczba dni o temperaturze maksymalnej > 25 ºC

4) stres temperatury w okresie wczesnego wypełniania ziarna określany jako suma maksymalnych temperatur > 25 ºC lub liczba dni o maksymalnej temperaturze > 25 ºC.
Wnioski 
Uzyskano dane o plonowaniu 200 linii pszenicy ozimej z trzylecia są wartościowe bez względu na rozwój technologii markerowych i mogą służyć obliczaniu efektów selekcyjnych.
	Lp.
	miernik

	wartość miernika podana w opisie zadania
	wartość miernika zrealizowana

	3.1
	Liczba genotypów pszenicy, dla których prowadzona będzie ocena plonu w 5 lokalizacjach
	200
	200


4. Planowana prezentacja wyników badań
	Prezentacja wyników na konferencjach
	

	lp.
	konferencja 
	prezentacja

	Liczba prezentacji podana w opisie zadania
	Liczba prezentacji zrealizowana

	
	Konferencja krajowa (Międzynarodowa Konferencja Naukowa nt. „Nauka dla zrównoważonego  rozwoju i biogospodarki”, Lublin 12-13 czerwca 2019)
	poster
	1
	1

	
	
	
	
	

	Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych
	

	lp.
	monografia/czasopismo
	publikacja

	Liczba publikacji podana w opisie zadania
	Liczba publikacji zrealizowana

	
	
	
	
	


Załączniki
:

1. Materiały uzupełniające
5. Adres, pod którym wyniki badań są dostępne na stronie internetowej wnioskodawcy: 
https://mtyrka.v.prz.edu.pl/materialy-do-pobrania/materialy-ogolnodostepne
6. Miernik zadania - stopień realizacji
	Lp.
	miernik
	Wartość miernika podana w opisie zadania
	Wartość miernika zrealizowana
	Stopień realizacji miernika

	1
	2
	3
	4
	5

	Oznaczenia metGBS do mapowania asocjacyjnego

	1.1
	Liczba sekwencjonowanych bibliotek
	3
	3
	100%

	1.2
	Liczba badanych genotypów (Ng)
	200
	202
	100%

	Konwersja wybranych markerów metGBS lub DArTseq

	2.1
	Liczba konwertowanych markerów 
	35
	62
	100%

	2.2
	Liczba badanych genotypów (Ng)
	200
	200
	100%

	Ocena fenotypowa 200 rodów pszenicy zwyczajnej

	3.1
	Liczba genotypów pszenicy, dla których prowadzona będzie ocena plonu w 5 lokalizacjach
	200
	200
	100%

	
	
	
	Średnia
	100%

	
	
	
	% realizacji zadania
	100


Sporządzono: 
	Pieczęć jednostki
	Osoba reprezentująca jednostkę
	Kierownik zadania

	
	
	

	data
	podpis i pieczęć
	podpis 


Nr zadania:


109








� Jeśli dotyczy – proszę opisać pod tabelą, w jakim stopniu cel został osiągnięty i podać przyczyny 


� Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.


� Rasheed A, Hao Y, Xia X, et al (2017) Crop Breeding Chips and Genotyping Platforms: Progress, Challenges, and Perspectives. Mol Plant 10:1047–1064. doi: 10.1016/j.molp.2017.06.008


� Gardiner LJ, Quinton-Tulloch M, Olohan L, et al (2015) A genome-wide survey of DNA methylation in hexaploid wheat. Genome Biol 16:1–15. doi: 10.1186/s13059-015-0838-3


� Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.


� Heslot N, Akdemir D, Sorrells ME, Jannink JL (2014) Integrating environmental covariates and crop modeling into the genomic selection framework to predict genotype by environment interactions. 463–480. doi: 10.1007/s00122-013-2231-5


� Podać miernik – np. ilość testów, prób, badanych genotypów etc.


� Podać, czy chodzi o wykład plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.


� Podać, czy chodzi o publikację oryginalną, czy np. polemika, list do edytora, rozdział w monografi etc.


� Podać listę oraz dołączyć do sprawozdania kopie posterów/wyciągi z materiałów konferencyjnych/publikacje etc. W nawiasie podać, na której stronie sprawozdania znajdują się prezentowane wyniki.   
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